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Abstract (Basic) : WO 200204486 A2 

NOVELTY - Bifunctional fusion protein (I) comprising hirudin, or 
its variant, (II) and tick anticoagulant protein (TAP) or its variant 
(III) , is new. 

DETAILED DESCRIPTION - INDEPENDENT CLAIMS are also included for the 
following : 

(1) DNA (IV) encoding (I); 

(2) plasmid containing (IV); 

(3) cells containing (IV) or the plasmid; and 

(4) recombinant production of (I). 

ACTIVITY - Anticoagulant- No details of tests for anticoagulant 
activity are given. 

MECHANISM OF ACTION - (II) inhibits thrombin and (III) inhibits 
factor Xa. 

USE - (I) is used to inhibit coagulation of blood. 

ADVANTAGE - In (I) both components are active without need for 
enzymatic activation or cleavage, and both retain the activity of the 
individual proteins, eliminating the need for separate administrations. 
(I) have a longer half-life than single proteins, so smaller doses are 
required, reducing the risk of bleeding, and they provide a strong and 
long-lasting antithrombotic effect. 
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Priifungsantrag gem. 5 44 PatG ist gestellt 
® Bifunktionale Fusionsproteine aus Hirudm und TAP 
<£) Die Erfindung belrifft bifunktionale Fusionsproteme 
^ die Hirudin oder eine Variante von H.rud.n und TAP (Tick 

Anticoagulant Peptide) oder eine Variante von TAP ent- 

tfiSZdm HersteHung und Verwendung der brfunktjona- 

len Fusionsproteine sowie Arzneimittel, d.e d.ese b.funk- 

tionalen Fusionsproteine enthalten. 
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ffi Die Komplexizitat des humanen Blutgennnu J™ ^ emeinsame struktureUe E.genschaften 
SgsLoreaDiesejennenProte^ 

aufweisen,andererseitsaberaufgrundwahrenddertvomu ifisch w irken. Aufgrundder strukturellen Ver 

d£ Risiko von Nebenwirkungen minimiert ist. Millionen von Jahren Evoludon entwickelte Peptide, die 

PfmutsaugendeP^ 

spezifische mil Blutgennnung sfaktore i we. d Gerinn ungsheinmung entwicke t 

rend der Evolution Wirt-Paras lt spezifische Mechamsmen ^formen des Thromb.nhibitors Hirudin. Durch 

1S04] Blutegei von, Typ der"— n Aniinosaure, wurde Hirudin fur pharmazeuusch 

as* 2™sj^^ Bluiegel * werden 

des Bluteerinnungsfaktors Xa ist. ontw ir* e lt EP 0 345 616 beschreibt ein Protein Amblyommin, wel- 

Imataben, *Sh£n<i d« Evolution enwcM worto . W. ^ Pepti <M (W»n,a» L. « ■Lgcw 

^^^^^^^^^^^^ 

Si ve Fusionsproteine, bestehend z. B. aus Hirudm und u £ ^ Faktor Xa gespalte n, wodurch die 

so ss^=a^S5s^^r™ ==asi 

Kproteine bereits in. Fusionsprotetn ^"^"^22^ Hirudin *" ^ " ^ 
« 100131 Gegenstand der Erfindung ist ein bifunkuonaies ru S1 v 

und TAP oder eine Variante von TAP enthalt. flUS Weichzecten isoUerten Faktor Xa - Inhibitorpep- 

OO^errasch^^ 

notwendige Voraussetzung. h,fi,nktionalen Fusionsproteinen jede einzelne Eigenschaft bzw Fun 
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isi daB dadurch das Blutungsrisiko veningert werden .)am. verschied enen Zielen der Blutgerinnungskaskade Dies 
S»171 Dariiber hinaus interagieren die beider > Tedprottme J^^JJctes i^ert). die Gerinselbddung 

KnVoneildaBina^^ 

gehemmt und durch TAP die Neubildung von Thrombin^ aus rro . und verstarkt . 

la ablauft, verhindert wird. Dadurch wird die ^^^Z^Sn Varianten in dem bifunktionalen Fusions- 
r00181 Die Erfindung beinhaltet die Verwendung von KM una , n Isoformen des Hirudins (die naturh- 

S. In besonderen **»»»*«^^ Isoform ist , B. Val-Val-ffiru- 

chen Isoformen werden zusammen aU *™^™^nc^*n* einer naturlichen Hirudin Isoform eingesetzL Eine 
din. In anderen Ausfiihrungsformen der Erfindung ^eme v^n A e „ und/o der 

Variante leitet sich von einer naturlichen ? ofor ^ h ^S ich zu d er naturlichen Isoform. Eine Vanante von Hi- 
Aminosauredeledonen und/oder Aminosaureaus^usche.^ 

rudin kann altemierend Peptidabschnitte naturhcher fe 0 " de v ^ bis zu 15 Anunosa uren mil einer kurzen, vorzugs- 
weise kann eine Variante von Hirudin erne na ^ r ^,2 en v ^ n gs B weise kaJin dadurch eine Hirudin-Vanante erzeugt 
weise 6-20 Aminosaure langen neuen Sequenz vertoupfcr^ W & ^ ^ ^ 3Q beschneben. 

werden, die keine Disulfidbriicken enthdL Vtaante ""i^u.Hirudin, auch bezeichnet als ^u l ,The 2 ]- 
Eine besondere AusfUhrungsform betnffi die "^"^^"inz Nummer 4; SEQ ID NO. 15). Erne weitere 
63-Desulfatohirudin bzw. Lepirudin; beschneben in EP-E W Wirkung (z. B. PEG-Hirudin, beschneben in 

besondere Ausfuhrungsform betrifft W^-lSSni, die gegenuber den naturlichen 

EP 0 345 616). Eine besondere ^^f^S^^^^^ V ^ sweise h * dne 
Isoformen oder Varianten am N - Te ™ nus , un ^ „ oc 

80% oder mehr Homologie (Aminosaureidentitat I zu einer naturncnen werden In bes onderen Ausfuhrungs- 

[00191 In analoger Weise konnen Isoformen und Vanamen wn 1A£ «rw beze ichnet) verwendet 

EwMeineL^ 

z. B.TAPgemaB SEQ ID NO. 17 ^ er ^ n ^^ n ^TEine Variante von TAP leitet sich von «nernaturhchen 
formen der Erfindung wird eine Vanante von ™Pv«j«n^ aber z . B . zusii tzliche Aminosauren und/oder Amino- 
Isoform des TAPs ab vorzugswe.se von SEQ ID NO naturlichen Isoform. Erne besondere 

weise zu SEQ ID NO. 17. . ffl • b ifunktionales Fusionsprotein, bei dem die Teilpro- 

55 EinebesondeieAusfuhrungsfomderErflndun^^ 

eine Uber einen Spacer miteinander verbunden sind Dieser £P"«™JJ 1 £ _ Ala _ Ile _ Glu . G ly-Arg-. 

rar TA P 60( Aminos a urenl-63desHirudinsgema6SEQ.ID.NO 15( Aminosauren 2-60 des TAPs gemaB 
SEQ^^SrS^ des Himdins gemaB SEQ ID NO. 15, 

SEQ ID NO. 15^nen 

SpSr^oK^ 

SEQ ID NO. 17) wobni in Posrr.cn 34 *^XT/ff^»»»i Anion*™ "3 dns Hirudins gn- 

onfpSn — i'pLion34d. I TM'-P« I «i«i»,n e .zn,»01yc«.). 
NO 18-27, vorzugsweiseSEQIDNU. 18, any u-"""- ^ 

halt (Tabellel,DE 19 944 870.1). vnryutrsweise DNA, die fiir das bifunktionale Fusions- 

100241 Gegenstand der Erfindung ist auch eine Nukleinsaure, ™™g^se D ha , ^.h^) und /oder 

p^nk^Beispielsweiseen^ 

fwMl Vbrzngswsisn wird das Fnsionsprettin dutcli w» ™* '^=^ to Todiet=nrin DNA liegr vrrrorgswrrise irr cr- 
&oi»V^kodi«l*^ 
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• « u „,r HersteUune des bifunktionalen Fusionsproteins. Vorzugs- 
[0027] Gegenstand der Erfindung ist auch ein Verf^^^^ eukaryotischen Zellen - 

E wird das bifunktionale Fusionsprote.., , durch ; he«erologe ^^.on m ^ ^ ^ Mo . 

* B Hefe- oder rekombinanten P ro ^^ oUW n ^ ?qqq-. ^™ s tgQt Eswurde uberraschend gefunden, daB sich ein 
ecularOoning. Cold Spring HarborUtoW 

bifunktionales Fusionsprotein aus Hirudin und W in a. cou p rf Dies ist besond ers uberraschend, 

Exjression von Lepirudin in Q««rrTl2^tS^^^^^ ^ M ^ 
da das bifunktionale Fusionsprotein bis ""S^JSSb^ Beide funktionalen Gruppen des durch Expres- 
sechs Cysteine, die drei zusatzhche Cysteinbrucken ausbiiaen ^ funktionale Akdvitat kann wie in Bei- 
ShS^^52£fflfiS 2 (Besummung der Aktivitat von TAP 
spiel 1 (Besummung der ««^^vi«^On*^«U^ JP^ Vorteilhaft ^ auch( daB das htok. 

Fusionsprotein isoliert werden. . M^inm bzw ZeUuberstand gefunden wird, lassen sich die bifunktio- 

[S&29] Da das bifunktionale Fusionsprotein m Medium b^Uube J fa ^ Q ^ n5 beschnebene n 

nalen Fusionsproteine iiber kostengiinsUge und einfache Veriahren, z. g 

[0033] Gelenstand der Erfindung ist ^J***^** ™™ n ArzneimitteU, das das bitunkuonale 

zeudscher^kstoff.^ 

Fusionsprotein enthalt; insbesondere ein ™*?£^mZtoMit& weiteren Zusatzstoffen gemischt wird. Gegen- 
dann mit einem geeigneten phannazsuusche. ' ™g^KSSS^ ™d ggf. weitere Zusatzstoffe und geeig- 
stand der Erfindung ist ein Arzneimittel, Jj^bSftdS Sung ein Arzneimittel, hergestelit durch Mischung 

^dtrli^ 

tionales Fusionsprotein, gebunden an ^.^'"tndttel, das dieses bifunktionale Fusionsprotein enthalt, kann 
r00341 Das bifunktionale Fusionsprotein bzw. ein ^ nel ™' " ndet werden . Sie dgnen sich insbesondere z. B. 
Kehandlung und Pravention von thromboU ^^^S^hskoaUpathie oder zur Behand- 
zur Prophylaxe venoser und arteneUer Thrombosen, zur vemino g 
lung der instabilen Angina pectoris. 

Fig.l 

w n »,**^*«»^****--- ,M, - IJ,,,-, " iM) " 

TAP kodiert. 

Fig. 2 
Fig. 3 

struktion von Upirudin (1-63 -Ala, ne : c X^ y '^ eren <£e jeweils beschnebenen Anderungen. 
[0038] Die unterstrichenen Sequenzabschmtte manaeren aie jew 
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Fig. 4 



[0039] 



to DNA-(SEQ m NO. .4, »«6 (SBQD3NO. 15, voo 



din). Die Sequenz entspricht der Sequenz aus pkl52. 

Fig. 5 

I0W1 ^(SEQmN0.>7)»TAP. 

Beispiele 

Beispiel 1 l0 
Bestimmung der Hirudinaktivitat 



15 



20 



l0M11 :-xsr:£^^; 

Clch 37, 347-350. .985) ^^SJSowS^ ™ * "' 

Beispiel 2 

Bestimmung der Aktivitat des Zecken antilcoagulatorischen Peptides CTAP) 

w n TAP Protein kann entsprechend der Beschreibung in 
f0042] Die Verifikation der Expression von akuven T~™nen dazu i : 5 und dann in einer Verdunnungs- 
LTo454 372Bldurchge« 25 
reihe mit in einem Puffer aus 50 mM Tns ( P H 7 -^r u '' ™. J nimdin ernutte lt e Proteinkonzentration und das Mole- 25 

Beispiel 3 30 

wir TAP,_*n Hybrid (DNA, die fur Fusionsprotein Hirudin-TAP kodierl) 
Konstruktion von Hir^ nyonu ^ 

[0043] ZurKonstrukuonderdiese^^^^ 

S2T Vektor (Laborbezeichnung pD2B) benuttt D» das TAP £g«J*J Hil fe des Expedite Syn*ese- 

Dazu werden 6 Oligonukleoude - ^«£2 SiglllSdcU lhaben folgende Bezeichnungen und Sequenzen. 
gerates (PerSeptive Biosystems) hergesteUt. uiese vug ^ 

SEQ ID NO. 1: (hir63_zehnal) 
GluTyrAsn 

. S'- CQAAGAGATCCCTGAGGAATACAACCGTCTGTGCATCAAACCGCGTGACTGGATC -3' 

SEQ ID NO. 2: (hir63_zehna2) 



SEQ ID NO. 2: (hirO j.zenna^ 
SEQIDN0.3:(Zehna3) 

TGGATCTGCCC -3' 

SEQ ID NO. 4:(Zehna4) 

5 -. TOT cC^TCC,^TCa a ^C S CCTTT«C= TO =^^^C.C OT 



CGTTGGAGTC - 3' 

SEQ ID NO. 5:(Zehna5) 
GGAAGACCACACCGGTGCTGACTACTAl 
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.CTCCTCCTACCGTGACTGCTTCAACGCTTGCATCTAATGA- 3' 6 5 
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aGCTTCATTAGATGCAAGCGTTGAAGCAGTCACGGTAGGAGGMJTAGTAGTCAGCACCGGTGTGG -3' 

tewdnet. daB drei Blocke hir63-zehnal und ^3-«hna2, zehna3 y ubernangc „de Enden, die jeweils 

S Z^^^^^^T^T^^^^^^^ konnen 6 Fig. 1 verdeutlicht das 
Sit dem uberhangenden Ende des nachsten Blockes kodierende „ Sequenz stellen jeweils e,ne 

gSer^^ 

Fig. 1 dargestellten DNA (SEQ © NO 7) wnjrndrt wetxten oiigonukleotide in 1 ml H 2 0 vereint und 

[0047] Zur HersteUung der m F.g. 1 d^»«?Ute n DN ^ e * en ^ Hybridisierungsreakdon wird das Gemisch in em 
LnscblieBend 10' bei 94°C dann 20' bei 65 . L ^^^£T^Samn und in eine T4-Ligasereaktion emgesetzt. 
Eisbad iiberfuhrt. Von dem Ansatz wird em und uber ein 8%-iges PAA-Gel vonemander 

fo048] Die Reaknonsprodukte werden mittels ^T^^SS^ 1 abgebildeten DNA (SEQ ID NO. 7) air 

spricht, wird ausgeschnitten und aus dem_ ^^^SSi^SuL inseitiert.KompetenteZeUendesStammesE.coh 
BsfclundHmdSgeMnetePlasn^^^^ 

MC1061 werden mil den H*f?T*^S£^ ^ ^ idsa ^ Dte Plasmid- 

ereaktion insertiert. KompetenteZeUen des, Stommes E. cJKU und von T^nsformanten Plasmid 

Spring Habor Laboratory Press 1989) werden w ^ Ljgal JJJJ^ chara kterisierten TVansformanten erne 
^NAzurCharakterisierung^ wie in Beispiel 3 von 

Ethaltungsplatte angelegt. Ausgehend von dieser Platte v 

EP 0 549 915 beschrieben, durchgefuhrt. fjberstande auf Hirudinwirkung und TAP- 

SsO] Die ZeUen werden ^£^1^. E.coli MC1061-Zelle„, die mit 
Aktivitat uber priift. Als Kontxolle dient « n Jg'JjJ^wictoto Hirudinaktivitat in den Uberstanden aus Kon- 
dem Plasmid P D2B transformiert sind. Es zeigt sich, daB otwm Konstante der Faktor Xa I* 

Sversuch und Expmssion des bifunkdon^ 

hibitionwirdimnanomolarenBe^^ 

as— 

Beispiel 4 

Konstruktion von Hir (1 _6 5 )-A s P Pro-TAP(i^o) 
[M5 „ Ds. Bd** « did HarsKU™. and 

[0052] Nach Expression ergibt sich eine zu Beispiel j vergieica 
sowohl wie Hirudin als auch wie TAP wirkt. 

Beispiel 5 

Konstruktion Hir a . S3 )-Ala ne Glu Gly Arg-TAP (1 -60)(Gly34) 
(0053] DasBeispielbeschre^^^ 

nin ansteUe von Leucin und die ^^^^^^S^S^m^ Einzelprotein nicht beschrieben. Ge- 
nosaure Glycin statt Asparaginsaure tragt Bel ^.™°^° S " telle ne ,j lu G ly Arg der Faktor Xa Protease. 

nsagl aber vier neuc Oligonulkoud W 'L.. , ^tattiaid Ausbeuta an hybiiden Prolan., das so«ohl w.e B* 
a«SS tSS £££22. I*— «- W die die TAP dh— 
rende Inhibitionskonstante im uanomolaren Bereich. 

Beispiel 6 

pas Beiap« . die K— . j- — «*-SKSSS 
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tovSlen vergleichbaren Ausbeuten aktiv expnnueren. 



TabeUe 1 



Signalsequenz 

Kontrolle: cgtase-Ala-Hirudin 



Primarstruktur 

MKRNRFFNTS AAIAISIALN1 hl- 

CSMQTIA 

MKKTAI ALAVALAG F ATVAUA 



Furmat Reduktase /Shewaneiia 
putrifaciens 




li-Lactamase /pBR322 
alk. Phosphatase / E.coli 



alk. Phosphatase / E. fergusonii 



MMITLRKLPLAVAVAAGVMS 

AQAMA 

MKKMNLAVCIATLMGTAGLM 

GTAVA 

MSIQHFRVALIPFFAAFSLPVl-A 

MKQST1ALALLPLLFTPVTKA " 

M KQS Al ALALLSCLITPV SQA 



Gyclodextrin Glucotransferase / 
Paenibacillus macerans 



Outer Membrane Protein / S. 
typhimurium 



SEQ ID NO.: 

la" 



MKSRYKRLTSLALSLSMALGI 

SLPAWA 

MSFHHRVFKLSALSLALFSHL5I-A 
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<al 0> Aventis Pharma Deutschland GmbH 



SEQUENZPROTOKOLL 

aus Hirudin und TAP 



10 



<12 0> Bifunktionale Fusionsproteine 
<X 30> AVE D-2000/A032 

<140> 10033195.5 
<141> 2000-07-07 

15 <160> 27 

<170> Patentin Ver. 2.1 

20 <210> 1 
<211> 55 
<212>.DNA 
2S <213> Kunstliche Sequenz 

<S!> Beschreibung der kunstlichen 
30 sequenz :Oligonucleotid 

<220* . 

<221> misc_feature 
35 <222> (l>. -155) 

<400> l arratct qtgcatcaaa ccgcgtgact ggatc 

40 cgaagagatc cctgaggaat acaaccgtct gtgc 



<210> 2 
45 <2U> 62 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 

50 

<220> 



55 



<22Q> . , 

<223> Beschreibung der kunstlichen 
Sequenz :Oligonucleotid 



55 

<220> 

<221> misc_feature 
<222> (1)..(62) 

60 



<4° 0> 2 k „„ raa , ca q ttgtattcct cagggatctc 60 

gcattcgtcg atccagtcac gcggtttgat gcacagacgg 9 



65 " 



8 



<210> 3 
<211> 80 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen 
Sequenz :Oligonucleotid 

<220> 

<221> misc_feature 
<222> (1) . . (80) 

<400> 3 



;z=U — — t-*-* 9 """ tcc 9Mac9gtaa a " t99tt9C z 

gattccttct ggatctgccc 



<210> 4 
<211> 80 . 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz. 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen 
Sequenz : 01 igonucleotid 

<220> 

<221> mi's.c_feature 
<222> (1) . • (80) 

<400> 4 



Z^mi ***** ~ 
tcaccacctt cgttggagtc 



<210> 5 
<211> 67 V 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen 
Sequenz -.01 igonucleotid 



<220> 



<22l> misc_feature 
<222> (1)..(67) 



<400> 5 ■ \ rtcctaccqt gactgcttca acgcttgcat 60 

ggaagaccac accggtgctg actactactc ctcctaccgt ga ^ 
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ctaatga 



<210> 6 
<211> 65 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 



<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen 
Sequenz :Oligonucleotid 



25 <220> 

<221> misc_feature 
<222> (1)..(65) 



30 



35 



40 



99 

tgtgg 



<210> 7 
<211> 412 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 



45 



<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen.- 
Sequenz :Oligonucleotid 



50 <220> 

<221> misc_feature 
<222> <1)..<412) 
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;;::; a ; at ; ™ at t= := =r « 

atgcttctct agggactcct tatgttggca gatacgt t ^ 
cttacggact ccaacgaagg tggtgaacgt ^ttacttcc *" ttcc 240 

gattccttct ggactgaggt tgcttccacc acttgcacga atgaaggca 9 
Laacgcta aggaagacct tctgcccgga agaccacacc ggtgctgact actact 
ctaccgtgac tgcttcaacg cttgagacgg gccttctggt gtggccacga ctga 
ggaggatggc actgacgaag ttgcgaacca tctaatgagt agattacttc ga 



10 



<210> 8 
<211> 70 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen 
Sequenz :01igonucleotid 

<220> 

<221> misc_feature 
<222> (1)..(70) 

<400> 8 



:r»;»9.tc =ct g . 99 a,t ac=ct«a gg a tccctacaac c g tct g t g =a tc,a.cc g c g <. 
tgactggatc 



<210> 9 
<211> 77 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen 
Sequenz : oligonucleotid 

<220> 

<221> misc_feature 
<222> (1) . . (77) 



gcattcgtcg atccagtcac gcggtttgat gcacagacgg ttgtagggat cctgaaggta 60 
ttcctcaggg atctctt 



<210> 10 
<211> 73 
<212> DNAv 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen 
Sequenz :Oligonucleot id 

<220> 

<221> misc_feature 



11 



<222> (1) • : (73) 



aaec9tct9t 9catcaiacc * 

gcgtgactgg ate 



10 



<210> 11 
<211> 80 
<212> DNA 
15 <213> Kunstliche Sequenz 



<220> 

<223> Beschreibung der kunst lichen 
Sequenz :Oligonucleotid 



20 



<220> 

25 <221> misc_feature 
<222> (1) . - (80) 



30 



35 



;::°tUtc 9 * »*— ~ mc *™° s 

gtattcctca gggatctctt 



<210> 12 
<211> 82 
<212> DNA 
40 <213> Kunstliche Sequenz 



<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen 
Sequenz -Oligonucleotid 



45 
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<220> 

<221> misc_feature 
<222> (D..182) 

<400> 12 



^latU actc=aac 9 a «MM« c 9 t 9 c«a« tc^aaco* taaa 99 t 99 t » 
tgcggttcct tctggatctg cc 



60 



<210> 13 
<211> 80 
<212> DNA 
65 <213> Kunstliche Sequenz 



12 



I«3> Beschreibung der kunstlichen 
Sequenz :Oligonucleotid 



<220> 

<221> misc_feature 
<222> (1) • ■ ( 80) 



<400> U a aaaaccacaa ccacctttac cgttacggaa gtaagcacgt 60 

tcttccgggc agatccagaa ggaaccgcaa 80 

tcaccacctt cgttggagtc 



<210> 14 
<211> 120 
<212> DNA 

<213> Hirudo medicinalis 



< 400> 14 acctqtqcga aggatctaac 60 

„«a=gt»ca ccgactgcac tg..tctggt tcct aga«g >» 

gaatgc.tat gactgacgtg acttagacc gtcttggaca egg 



<210> 15 
<211> 349 
<212> PRT 

<213> Hirudo medicinalis 



ZV^r Thr As P cys Thr Glu Ser Gly Gin - ,eu Cys - Cys 
1 " 5 

,i m*i- His lie Gly Thr Thr Thr Gly Cys Gly 
Glu Gly Ser Asn Asx Ala Met His lie fcxy ^ 
20 25 

r R i a Glv Gly Gly Thr Ala Ala Cys Ala Ala Ala Thr Gly 
Gly Cys cys Ala Gly eiy 

35 « . 



Ala TarC cys Tar o ly «r U. - CJ. Cys -r «• «*■ 

50 55 

u r«i Ma Ala Ala Ala Gly Ala Ala Cys Cys Ala Gly Thr. 
Gly Gly Thr Gly Ala Ala Ala ax* y 80 

70 

65 ' /U 

81y cys 0!y T» C T*r cya Ma Ala «. cys °» «■ <* «* * ™ 

Thr Thr Ala Cys Gly Thr Ala Gly 



90 

85 * 



Cys Cys Cys Ala Thr Thr Gly Thr 



13 



100 



105 



110 



, 01y Ala AL Oy. «. tl ^ ^ ^ S 

115 



120 



Thr « T»r Tar cvs Tar 0!y «r ~ <»s £ • "* 



10 . .130 



135 



Ala Val Cys Gly Gin Gly Asn 



hy8 Cys lie Leu Gly Ser Asp Gly Olu 



15 



20 



145 



150 



155 



160 



a«« Ti* Asx Ser Thr Asx He Ala Cys 
Lys Asn Gin Cys Val Lys. Pro Asn lie Asx ^ 

165 



170 



Thr Gly Gly Cys Gly Ala 
180 



Ala Gly Gly Thr Ala Cys. Cys Cys Cys Gly 

190 



185 



* Ala Ala AU cyB Cy. dV C «■ * * ^ * ^ "* * 
195 200 



30 



Ala Cys Gly Ala Cys 



Gly Gly cys Gly Ala Cys Thr Thr Cys Gly Ala 



210 



215 



220 



Ala Gly Ala Gly Ala Thr Cys 



Cys Cys Thr Thr Gly. Ala Cys Cys Gly 



35 225 



230 



235 



240 



Cys Thr Thr Cys Cys Ala Thr 



Gly Gly Gly Gly Cys Thr Thr Thr Gly 



40 



45 



245 

Gly Cys Gly Thr Cys Ala 
260 



250 



255 



Gly Ala Gly Thr Ala Thr Thr Gly Cys Thr 

270 



265 



01 y Cy. Cya 01V Cya «. Gly Al. «• «» «*. * £ <*' * ^ 
275 280 



50 



Thr Ala Gly Gly Gly 

290 



Ala Thr Gly Glu Gly Thr Pro Lys Pro Gin Ser 



295 



300 



„ H1 a Aaa Aap oly Aap Pha Ola Ola Ha Pro Oly Ala oly Oly Al. Ala 
" 305 »° 



60 



Thr Ma cys cys Thr Thr Cys Ala Gly cys Thr Cys Cys Thr Thr Ma 
325 330 

Thr Gly Gly Ala Ala Gly Thr Cys Glu Glu Tyr Leu Gin 



340 



345 



65 



14 



<210> 16 
<211> 120 
<212> PNA 

<213> Ornithodoros moubata 

"""" 16 , ► ..tea acccgrgac tggatcgacg aatgcg.ctc caacga.ggt 60 

:;;Sa«g — »• 



<210> 17 . 

<211> 300 
<212> PRT 

<213> Ornithodoros moubata 

sr« «. - =v. «• «. »• ~ ^ iu ^ oiu x Mp 

l 5 
S er » «» «Y «» "V Thr Oly Ma Ma cys Oly. Thr oly.Cys Thr 

20 25 
«r Ma Cy. Tar Thr Cya Cya Oly Thr Ma ». Cya. Oly Oly Thr M. 

„a M. OXy Oly Thr cxy OXy Thr Thr OXy cya OXy Ma * Thr cya 

50 » . - 

Cys Thr Thr Cya Thr Oly OXy Ma Thr Cya Thr oly Cys Cy= Cya Oly 

C.a cya Ma Cya Thr Thr Oly Cya Ma cys OXy Ma Ma Thr OXy Ma 
85 90 

U . OXy Oly cy. M. Thr Thr oly cys cya Ma Thr Thr Thr cya cya 

105 

ioo lu:> 
Ala cys cys Ala Ala Cys Oly Cys Thr Ala Ala Oly Oly Ala Ala Oly 

Ma Cys cys Thr Ala Oly Ala Cys oly Oly Oly Cys Oly Olu Ar 9 Ala 

155 

130 13b 

w «. «g » oxy *• oxy «y cy* »p »» *» IU ^ ™ 

145 150 

Oly M. M. Oly Ma cys Cy. Ma cys Ma cys cy. oly oly Thr Oly 



15 



, cys Thr Oly AU cys Thr Ai. cys tt^AlaCys Thr Cys cys Thr Cys 

180 185 ' . 

cys Thr Ala cys cys oly Thr 0 ly ,1a =ys * «Y £ - * *° 

us 200 
U , Ala cys Cly Cys » Thr oly cys Ma Thr cys Cys Thr Thr cys 

215 

Thr oly Gly Thr Gly Thr Gly Gly Cys Cys ,1a Cys Oly ,1a Cys Thr 
225 230 

20 w „i »i. riv Glv Ala Gly Gly Ala Thr Gly. 

Gly Ala Thr Gly Ala Thr Gly Ala Gly Gly y 

245 250 

- Gly Cys Ala Cys Thr Gly Ala Cys Gly Ala Ala Gly Thr Thr Gly Cys 

260 265 
, Oly Ala Ala cys 01, Thr Ala oly Ola Asp His Thr cly Ala Asp Tyr 

275. 280 

Tyr Ser Ser Tyr .Arg Asp Cys Phe Asn Ala Cys l£ 
35 290 - 295 . 



40 

<210> 18 
<211> 30 
<212> PRT 
45 <213> Kuhstliche Sequenz 



<220> 

50 



<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz : Mutagen 

riysArg Asn Arg Phe Phe Asn Thr Ser Ala Ala tie Ala Xle Ser 

ss i , 

lie Ala Leu Asn Thr . Phe Phe Cys Ser Met Gin Thr He Ala 



25 30 
20 25 



60 



<210> 19 

65 

<211> 21 
<212> PRT 

16 



<2 13> Kunstliche Sequenz 



till Beschreibung der leunstiichen Sequenz: Mutagen 

<400> 19 val Ala Leu Ala Gly Phe Ala 

Met Lys Lys Thr Ala lie Ala Leu Ala yal 

5 



Thr val Ala Gin Ala 
20 



<210> 20 
<211> 22 
<212> PRT 

<213> Kunstliche Sequenz 



<220> 
<223 



> Beschreibung der kunstlichen Sequenz -.Mutagen 



<400> 20 , n 1a rie Glv Ser Leu He Ala Ala Thr 

Met Lys Asn Thr Leu Gly Leu Ala He Gly . ^ 

1 • 5 

Ser Phe Gly Val Leu Ala 

20 ' 



<210-> 21 
<211> 25 
<212> PRT 

<213> Kunstliche Sequenz 

Beschreibung der fcunatliehen Sequenz Mutagen 

<400> 21 \ ,• Val Ala yal Ala Ala 

„et Met lie Thr Leu Arg Lys Leu Pro Leu Ala 

.1 . 5 .1° 

Gly val Met Ser Ala Gin Ala Met Ala 
20 25 



17 



<210> 22 
<2ll> 25 
5 <212> PRT 

<213> Kunstliche Sequenz 



10 



15 



llZ Beschreibung der ttinstlichen Sequenz .Mutagen 

<4 ° 0> 22 * ran Ala val cys He Ala Thr Leu Met Gly Thr 

Met Lys Lys Met Asn Leu Ala Val C Y S 15 



Ala Gly Leu Met Gly Thr Ala Val Ala 

20 



25 <210> 23 



30 



<211> 23 
<212> PRT 

<213> Kunstliche Sequenz 
<«i> Beschreibung der kunstlichen Sequenz Mutagen 

35 

<400> 23 ' „ i a i a t^u He Pro Phe Phe Ala Ala 

Met Ser lie Gin His- Phe Arg Val Ala Leu He ^ . 

1 5 

40 

Phe Ser Leu Pro Val Phe Ala 

* ' 20 

45 



<210> 24 
50 <211> 21 ' - 
<212> PRT 

<213> Kunstliche Sequenz . 

60 *«- ~ «. »• »• - "* - " u pto MU " u T= * 



65 Pro Val Thr Lys Ala 
20 



18 



<210> 25 

<211> 21 
<212> PRT 

<213> Kunstliche Sequenz 



<220> 

,223= Beschreibung der Mii.el.ich~ sequel :Mut.gea 



Ser U, XX. «a Leu Leu *r c yS Leu O. ~ 

c 10 1 

1 5 



Pro Val Ser <3ln Ala 
20 



<210> 26 
<211> 27 
<212> PRT 

<213> Kunstliche Sequenz 



<22sl Beschreibung der kunstlichen Sequenz : Mutagen • 
r^yTs* «. Ly. *o - ~ Ser Leu «U «i S.r Leu Ser 



5 



10 



Met Ala Leu Gly He Ser Leu Pro Ala Trp Ala 



20 25 



<210> 27 
<211> 24 
<212> PRT*-. 

<213> Kunstliche Sequenz 



<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz Mutagen . 



Metier"?!* His His Arg Val Phe Lys Leu Ser Ala Leu Ser Leu Ala 
1 .5 1° 15 



Leu Phe Ser His Leu Ser Phe Ala 
20 



19 



Patentanspriiche 

, Bifunktionales Fusionsprotein aus Hirudin oder einer Variante von Hirudin and TAP (Tick Anticoagulant Pep- 

din oder einen Teil davon. „ cn riirhe 1 und 2 enthaltend die Aminosauren 1-63 aus Sequenz 

3. Bifunktionales Fusionsprotein nach einem der Ansprucne 1 una l eninaiienu tu 

SEQ ID NO. 15. ne „nirh e 1 bis 3 wobei TAP die Sequenz SEQ ID NO. 17 hat. 

4. Bifunktionales Fusionsprotein nach ^^^^^^^^ v'on TAP einem Teil der So- 

5. Bifunktionales Fusionsprotein nach einem der Ansprucne i dis j, wuuci u lc 

quenz SEQ ID NO. 17 entspricht. Ansoruche 1 bis 5, wobei Hirudin oder dessen Va- 

T^Bitoktionales Fusionsprotein nach einem odermehreren der Anspriiche 1 bis 6, wobei das Fusionsprotein an ei- 

1 1 Plasmid enthaltend eine DNA nach Anspruch 10. , . uu 

rUSSSTSL da. AnspriKho 13 bia .5, w<*=i d* biMmonnlo Fnsronsprotein -AM"* ^ 

EdHbr«^^ 

20. Nasafs^ray enthaltend ein bifunktionales Fusionsprotein nach e.nem der Anspruche 1 bts 9. 



Hierzu 4 Seite(n) Zeichnungen 



20 



Int. CI. 7 : C07K 19/00 

Offenlegungstag: 21. Mara 2002 



Figur 1 

SEQ ID NO. 7 +2 

CTGAGGTTGCTTCCACCRCTTGCACGRATGAAGGCATTGCCATTTCCACCAACGCTAAGGAAGACCT 



zehna4 



TCTGCCCGGAAGACCACACCGGTGCTGA 

GATGAT< 

zehna6 



Z cScTACTCCTCCTACCGTGACTGCTTCAACGCTTG 



AGACGGGCCTTCTGGTGTGGCCACGACTGATGATGAGGAG<^TGGCACTGACGAAGTTGCGAAC 



CATCTAATGA 
GTAGATTACTTCGA 

% Hind3 



Figur 2: 
SEQ ID NO. 8 
hir65_DP_zehna1 : 

SEQ ID NO. 9 
hir65_DP_zehna2: 

5-- GCATTCGTCGATCCAGTCACGCGGTTTGATGCACAGACGG TTGTAGGGATCCTGAAG 
GTATTCCTCAGGGATCTC TT -3' 



102 120/12 



Int. CI. 7 : 

Offenlegungstag: 



C07K 19/00 

21.Marz2002 



Figur 3: 



SEQIDNO. 10(zehna1) 

GACTGGATC -3' 



SEQ ID NO. 11 (zehna2) 



5'- GCATTCGTCGATCCAGTCACG 
GTATTCCTCAGGGATCTCTT -3 



SEQIDNO. 12 (zehna3) 

5- - GACGMTGCGACTCCAACGAAGGTGGTGMCGTGCTTACTTCCGTAACGGTAAAGGTGGT 
TGCGGTTCCTTCTGGATCTGCC - 3 

Gly 



SEQ ID NO. 13(zehna4) 

5- - TCTTCCGGGCAGATCCAGAAGGAACCGCMCCACCTTTACCGTTACGGAAGTAAGCACGT 
TCACCACCTTCGTTGGAGTC - 3 



102 120/12 



Int. CI. 7 : 

Offenlegungstag: 



C07K 19/00 

21.Marz2002 



Fig.4 : 

PIMA- Sequenz kodierend fQr Refludan ( Leu - Hirudin ) 
SEQ ID NO. 14 

I ► cttacgtatactgactgcactgaatctggtcagmcctctgcctctgcgmg^ 6q 

1 ^TGCAWG^CTGACOTG^ 



SEQ ID NO. 15 

I \ L T Y T D C T E S G Q N L C L C E G S N - 

BamHI 

crntwGCCAoaCT^^ 120 

v C G Q G N K C I L G S D G E K N Q C V - 

Kpnl BstB f 

ACTGGCGAAGGTACCCCGAAACCGCAGTCTCATAACGACGGCGACTTCGAAGA ^ 

121 TG^CCGC^TGGGG^ 

T G E G T P K P Q S H N D G D F E E I P " 

GAGGAATACCTTCAG 

181 + 195 

CTCCTTATGGAAGTC 

E E Y L Q - 



102 120/12 



Int. CI. 7 ; 

Offenlegungstag: 



C07K 19/00 

21.Marz2002 



Figur 5: 



Synthetische DNA - Sequenz kodierend fur TAP zugeordnet 



SEQ ID NO. 16 



-> TACAACCGTCTGTGCATCAAACCGCGTGACTGGATCGACGAATGCGACTCCAACGAAGGT 

! + + + + + + 60 

ATGTTGGCAGACACGTAGTTTGGCGCACTGACCTAGCTGCTTACGCTGAGGTTGCTTCCA 



SEQ ID NO. 17 

^►y nrlcikprdwidecdsneg 
ggtgaacgtgcttacttccgtaacggtaaaggtggttgcgattccttctggatctgcccg 

61 + + + + + + 

CCACTTGCACGAATGAAGGCATTGCCATTTCCACCAACGCTAAGGAAGACCTAGACGGGC 

GERAYFRNGKGGCDS FWICP 



GAAGACCACACCGGTGCTGACTACTACTCCTCCTACCGTGACTGC1TCAACGCTTGCATC 

!2i + + + + + + 180 

CTTCTGGTGTGGCCACGACTGATGATGAGGAGGATGGCACTGACGAAGTTGCGAACGTAG 

EDHTGADYYSSYRDCFNACI 



102 120/12 



